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Expresszidés vektor és eljaras eldallitasara

KIVONAT

A talalmany expresszids vektorra és annak eldallitasa-
ra vonatkozik. A taldlmdny szerinti expresszidés vektor az
aldbbi elemeket tartalmazza:

- a pBR322 vagy pKK223-3 vektornak legalabb azo-
kat a komponenseit, amelyek sajat replikacidjahoz sziiksége-
sek,

- olyan expresszibés tartomanyt, amely a leolvasas
irdnyaban egymast kovetden egy elsd prométert, represszorra
specifikus kotdhelyet, prokaridta riboszémakdétdéhelynek meg-
feleld szekvenciéat, annexin V-6t kédold gént magaban fogla-
16 klénozasi helyet és legaldbb egy transzkripcidés terminéa-
tort tartalmaz,

- legalabb egy antibiotikum rezisztenciat kozve-

tité gént egy masodik prométerrel.

Aktaszamunk: 96438-13466/PA
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Expresszids vektor és eljaras eldallitasara

A taldlmany targya expressziés vektor, a talalméany
szerinti vektort tartalmazé E. coli sejt és az expresszioés
vektor elS4dllitdsdra alkalmas eljaras.

A talalméany szerinti megoldas elénydsen alkalmazhatéd
mind az ipari, mind pedig a kutatasi jellegli genetikai ma-
nipuldcidés eljarasokban.

Altalanosan ismert, hogy eukariéta gének plazmid,
ill. vektor segitségével baktériumokba juttathaték és ott
expresszidés vektorként expresszalhaték. A vektorok szokasos
elemei: replikdciés origd, antibiotikum elleni rezisztenci-
at koézvetitd gén, a Lac-represszort kédold lac-I-gén, a
lac-operator ellendérzése alatt &l116 prométer és optimalis
kotShely riboszémék szamara. Ehhez altaldban révid nyitott
leolvasédsi fazis kapcsolédik, amely tobb lehet&séget nyujtoé
klénozasi helyet tartalmaz egy cDNS-szakasz helyes leolva-
sasi fazisba toérténé beépitéséhez. Az ilyen expresszids
vektor a baktériumban inaktiv, ha a Lac-represszor a beépi-
tett cDNS atiradsat megakadalyozza. Ha az expresszids vek-
tort olyan baktériumba juttatjak, amelyben a lac-I-gén mas
médon expresszalédik (példaul mert mas vektoron mar meg-
van), nincs sziikséqg arra, hogy az expresszidés vektorban is
meglegyen. Az IPTG induktor adagolasaval a transzkripcié

egyszerd médon szabadda tehetd. Ilyenkor a baktérium gyak-

Aktaszamunk: 96438-13466/PA
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ran, de nem mindig a cDNS kédolta proteint termeli. Gyakran
a protein nem olddédik és mar a baktériumban valik ki csapa-
dékként zarvany formédjdban. A fent emlitett elemeket tar-
talmazé vektorok k&ziil nem mindegyik alkalmas egy adott
protein expresszalasahoz.

A talalmany feladata olyan vektor - és elddllitdsara
alkalmas eljaras - kifejlesztése volt, amely az annexin V
expresszi6éjadhoz j6l alkalmazhaté. A taldlmany tovabbi fela-
data olyan E. coli sejt megteremtése volt, melynek segitsé-
gével annexin V eldallithaté.

A fenti feladatot az 1., 19. és 21. igénypontok is-
mérveivel oldottuk meg A 2-18., 20. , valamint 22-40.
igénypontok ismérvei a talalmany eldény6s kiviteli alakjaira
vonatkoznak.

A taldlmany értelmében olyan expresszidés vektort al-
kalmazunk, amely az alabbi elemeket tartalmazza:

- a pBR322 vagy pKK223-3 vektornak legalabb azon
komponenseit, amelyek sajat replikaciéjahoz sziikségesek,

- olyan expresszidés tartomdnyt, amely a leolvaséas
irdnyaban egymast kévetden egy elsd promdtert, represszorra
specifikus kotdéhelyet, prokaridéta riboszémakété8helynek meg-
feleld szekvenciat, annexin V-6t kédold gént magdban fogla-
16 kldénozési helyet és legaldbb egy transzkripciés termina-
tort tartalmaz,

- legalabb egy antibiotikum rezisztenciat kézve-
tité gént egy masodik promdbdterrel.

A pBR322 vektor a K12 SK1592 sz. E. coli térzsbél

szarmazik, amely a DSMZ-t&1 DSM 3879 szam alatt szerezhetd
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be. A pKK223-3 vektor is ismert (J. Brosius és A. Holy,
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6929-6933. old.) és
példaul az Amersham Pharmacia Biotech freiburgi cégtdl sze-
rezhetd be. A komponenseken itt olyan nukleotidszekvencia-
kat értiink, amelyek a pBR322 vagy pKK223-3 vektorban jelen
1évé funkciondlis egységeket kdédoljak. Ezek a funkcionalis
egységek lehetnek gének, példaul a rop-gén, vagy olyan nuk-
leotidszekvenciak, amelyeknek egyéb - példaul a vektor rep-
likalasa soran szikséges - funkciéi vannak. A talalmany
szerinti expresszidés vektor a pBR322 vagy pKK223-3 vektor
Osszes komponensét, kiiléndsen a vektor teljes nukleotid-
szekvenciajat tartalmazhatja. A vektor egyes komponenseit
azonban hianyozhatnak is, mégpedig azok, amelyek a vektor
replikaciéjidhoz nem sziikségesek. A masodik prométert tar-
talmaz6, antibiotikum elleni rezisztencidt kézvetitd gén
egy, a pBR322 vagy pKK223-3 vektorban eredetileg jelen 1év§
gén lehet a hozzatartozd promdéterrel egyiitt, de szarmazhat
mas forrasbdél is.

A represszorra specifikus kotdhely lehetévé teszi,
hogy az annexin V-6t kédold gén expresszidjat indukaljuk. A
prokaridéta riboszdémakotdShelynek megfeleld szekvencia olyan
szekvencia, amelynek atirasaval prokariéta riboszémakstd-—
helyként (Shine-Dalgarno-szekvencia) mi{ik6dé mRNS-szekvencia
keletkezik. A prokaribéta riboszémaksdtShelyre a leolvaséas
beindulasahoz van sziikség. A klénozdsi hely lehet egyfunk-
ciés, lehet tobbfunkcidés (tébb kiilonb6zd hasité-, igy
beillesztdhellyel is rendelkezd) és lehet olyan is, amelyet

az annexin V-6t k&édolé gén beillesztése utdn restrikcids



enzimek mar nem emészthetnek. Az egyszerl klénozédsi hellyel
szemben a tobbfunkcidés klbénozasi helynek tobb hasitbédhelye
van restrikcidés enzimek szamara, igy kiilonbszé DNS szaka-
szok épitheték be. A kldénozédsi hely az leolvasasi fazisban
egy, annexin V-6t kbédoldé gént tartalmaz. A gén nukleotid-
szekvenciaja eltérhet a természetes nukleotidszekvenciatél,
de csak oly mértékben, hogy a protein szekvenciaja nem val-
tozik, 1ill. valtozasa a protein funkciéjat nem érinti. A
protein funkcibéja lehet az annexin V t8bb funkcidéja kdzstt
akadr egyetlenegy is. Ilyen funkcidk példadul a foszfatidil-
szerin megkdtésének képessége vagy a véralvadas gatlasa. Az
expresszidés tartomany - az annexin V-6t kédold gén nélkiil -
kiilontésen a pKK223-3 vektor komponenseit tartalmazd ex-
presszidés vektor esetén legaldbb részben a pKK223-3 vektor
4146 és 4172. nukleotid kozbtti expresszidés tartomanyabédl
szarmazhat.

Meglepd médon bebizonyosodott, hogy a taladlmany sze-
rinti expresszids vektor annexin V expressziéjahoz kilénsd-
sen alkalmas. Az annexin V-6t kédold gén eldnydsen csirké-
b8l szarmazik. Ez a gén kiilonésen alkalmas az expresszids
vektor segitségével végzett expresszidhoz. A csirkébdl
szarmazb, 966 bazispadr méretd annexin-V-génnel egyiitt az
expresszids vektor mintegy 4000 bazispar méretd lehet, igy
jol kezelhetdS. Annak érdekében, hogy E. coli sejtekben az
annexin V kiilontsen hatékonyan expresszalédjék, az annexin
V-6t kbédold génben egyes kddonokat olyanokra cserélhetiink,
amelyek olvasasa E. coll sejtekben preferalt. Tekintettel

arra, hogy az annexin-V-gén természetes stop-kédonjat az E.
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coli sejt nem mindig ismeri fel, a keletkezett protein ja-
rulékosan nemkivanatos aminosavakat tartalmazhat. Ezért az
annexin V-6t kd&édold gén szekvencidjanak 3’-végén eldnydsen
legalabb egy jarulékos stop-kdédon van a gén leolvasasi fa-
zisaban. Kiilotndsen eldényds, ha két jarulékos stop-kédon
van, ennek hatasara az expresszalt protein pontosan a meg-
feleld helyen ér véget.

Az elsS promOter eldnybsen tac-prombéter. A represszor
lehet Lac-represszor. A tac-prombéter a H. A. De Boer és
mtsai (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1984), 21-25. old.)
altal publikalt tac-prométernek felel meg. Hibrid prométer-
r61 van szb6, amely a Lac-represszorra specifikus kots-—
hellyel kombinalva lehetdvé teszi az annexin- V-gén - pél-
daul allo-laktdézzal vagy 1izopropil-B-D-tiogalaktoziddal
(IPTG) indukalhaté - expresszidjat. Olyan E. coli tdrzsek-
ben, amelyek Lac-represszorbdél magas szintet termelnek, a
transzkripcidé gdtolt. Az ilyen torzseket lac I9%tdrzsnek
nevezik. A transzkripcidés termindtor lehet rrnB T1 vagy
rrnB T2 transzkripcidés terminator. Az is lehetséges, hogy
mind rrnBl T1, mind rrnB T2 transzkripciés terminatorként
szerepel. Az rrnB Tl és T2 transzkripcidés terminatorok az
E. coli rrnB operonjabdl szarmaznak.

Eldnyts, ha az expressziés vektor a pBR322 komponen-
sel ko6zul az ampicillin-rezisztenciagént és/vagy a tetra-
ciklin-rezisztenciagént, a pKK223-3 vektor komponensei k&-
zll az ampicillin-rezisztenciagént nem vagy csak részben
tartalmazza. Ezzel az expressziés vektor kisebb. Az ex-

pressziés vektor antibiotikum-rezisztenciagénje eldénydsen
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kanamicin-rezisztenciagén, kiiléndsen a pACYC177 vektor vagy
az E. coli-bdl szarmazd Tn903 transzpozon kanamicin-rezisz-
tenciagénje. A Tn903 transzpozon kanamicin-rezisztenciagén-
je a pUC4K plazmid Bam HI restrikcidés nukleazzal végzett
emésztése utjan fragmensként kaphaté. A pUC4K plazmid pél-
dadul az Amersham Pharmacia Biotech freiburgi cégtél szerez-
hetd be. A pACYC1l77 vektor a PC2166 sz. E. coli tdrzsbél
szarmazik, amely a braunschweigi Német Mikroorganizmus- és
Sejtkultira GyujteménybSl DSM 5587 szam alatt szerezhetd
be.

A masodik prométer eldnydsen a pACYC1l77 vektorbdl
szarmazd pK prombéter. A Kkanamicin-rezisztenciagén a mésodik
prombéterrel egylitt a pBR322 vektorbdl szadrmazé Eco RI és
Sty I restrikcidés hasitédhelyeken vagy a pKK223-3 vektorbédl
szdrmazbé Eco RI restrikciés hasitdéhelyen illeszthetd be az
expresszidés vektorba. A kanamicin-rezisztenciagén a masodik
pK prométerrel egyitt elényosen a pACYC177 vektor 1816. és
2771. nukleotid ko6z6tti szekvenciatartomanyaban helyezkedik
el az expresszids vektorban.

Az expresszibds tartomany a pBR322 vektorbdl szarmazd
Ban I és Eco RI restrikcidés hasitdéhelyeknél illeszthetd be
az expresszids vektorba. Az annexin V-6t kédold gén nélkiil
az expresszids tartomany eldénydsen a mellékelt szekvencia-
lista szerinti 1. azonositdészamu szekvenciaval rendelkezik

Az egyik kiviteli példa esetén az expresszids vektor-
ban II. osztalybeli, az ATG nukleotidsorral rendelkez& fel-
ismeré szekvenciat tartalmazdé restrikciés endonukledz sza-

mara a klénozasi helyen kiviil esd hasitéhely nincs. A IT.
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osztdlybeli restrikcidés endonukledzok felismernek specifi-
kus nukleotidszekvencidkat és specifikusan ezekben a szek-
venciakban vagy azok k&ézelében vagnak. Az ATG nukleotidsor-
ral rendelkezd felismerd szekvenciat tartalmazé II. osz-
tadlybeli endonukleaz egyszerd méddon teszi lehetdvé az ex-
presszalni kivant gén ATG startkédonjanak kldénozasait. Az
mRNS hatékony olvasasat biztositd tavolsdg (mRNS és ribo-
szémakotéhely kozott) prokaridtak esetén 4-8 nukleotid a
riboszémakotéhely utolsé nukleotidja és a startkédon A-ja
kb6zott. Ha a klénozasi helyen kivil az emlitett restrikciés
endonukleadz szadmara nincs hasitdhely, ezt a hasitbhelyet a
klénozasi helyen hasznalhatjuk fel arra, hogy egyszerd mé-
don az expresszalni kivant annexin V-gén startkédonjat op-
timdlis téavolsagban kldénozzuk a riboszémakétShelytdl. E1E-
nyosen az Nde I és Nco I restrikcidés endonukleazt alkalmaz-
zuk. A restrikcidés hely eltavolitédsa iranyitott mutagené-
zissel torténhet. Az Nde I restrikcidés endonukledz egyik
eltavolitandé hasitdéhelye a pBR322 vektorbdl szarmazhat. Az
expresszibés vektor (az annexin V-6t kdédold gén nélkil) a
mellékelt szekvencalista szerinti 2. azonositészami szek-
venciadju lehet.

A pBR322 vektor komponenseit, valamint a csirke
annexin-v-génjébd&dl kédon-optimalassal levezetett annexin-v-
gént tartalmazé expresszidés vektor a mellékelt szekvencia-
lista szerinti 3. azonositdészamu szekvencidval rendelkez-
het. Ebben a szekvenciaban az annexin V leolvasasi fazisa
két jarulékos stopkddont tartalmaz. A pKK223-3 vektor kom-

ponenseit és a csirke annexin-V-génjét tartalmazd expresz-
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szibés vektor a mellékelt szekvencalista szerinti 4. azono-
sitészadmu szekvenciaju lehet.

A talalmany tovabbi targya a talalmadny szerinti ex-
pressziés vektort tartalmazé E. coli sejt. Az E. coli sejt
elény6sen BL21 torzsl. Ez a toérzs példaul a Novagen Inc.
cégtdél (601 Science Drive, Madison, WI 53711, USA) szerez-
hetd be. Ez a sejt kiilonésen alkalmasnak bizonyult az
annexin V expresszidéjdhoz. E. coli sejtként eqgy lac I9%
térzsbdl, kuldndésen a JIM105 torzsbdl szarmazé E. coli sejt
is alkalmazhatd. A lac I9-t6rzsek valamelyikébdl szarmazd
E. coli sejt annexin V expresszalasdhoz kiiléndsen olyan ex-
presszids vektor esetén alkalmas, amelyben az elsd prométer
a tac-prométer. A JM105 torzs sejtjei példaul az American
Type Culture Collection (ATCC) gyljteménytél (Manassas, VA
20108, USA) szerezhetdk be.

A talalmany tovabba annexin V expressziéjahoz alkal-
mas expresszidés vektor eldallitasara iranyuldé eljarasra is
vonatkozik, amelyre jellemz$, hogy

al) a pBR322 vektor sajat replikaciéjahoz nem sziik-
séges komponenseinek részben vagy teljesen térténd eltavo-
litdsaval vagy a pBR322 vektor legalabb a replikaciéjahoz
szikséges komponenseinek PCR-amplifik&lasaval, majd ezt

kovetd ligalasaval elsd vektort &llitunk eld,

a leclvasas iranyaban egymést kovetSen elsd proméd-
tert, represszorra specifikus kotdhelyet, prokariéta ribo-
szémakotShelynek megfeleld szekvencidt, klénozasi helyet és
transzkripcidés terminatort tartalmazé expresszids tarto-

manyt szintetizalunk, majd
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az expresszibés tartomadnyt a pBR322 vektorba, a fenti
elsé vektorba vagy ezekbdl a vektorokbdél a jelen eljaras
egyik lépésével keletkezett vektorba beillesztjiik, vagy

az) a pKK223-3 vektor sajat replikdciéjadhoz nem
szliikséges komponenseinek - kivéve a kldénozasi hellyel ren-
delkezb expresszidés tartomanyt - részben vagy teljesen tor-
téné eltavolitasaval vagy a klénozési hellyel rendelkezd
expresszidés tartomany és a pKK223-3 vektor legaldbb a rep-
likacidéjahoz szilikséges komponenseinek PCR-amplifikalasaval,
majd ezt kovetd ligalasaval elsd vektort allitunk els, és

b) amennyiben az els6 vektorban nincs miikédéképes
antibiotikum-rezisztenciagén, a pBR322 vektorba, a pKK223-3
vektorba, az elsé vektorba vagy ezekb8l a vektorokbdél a je-
len eljarads egyik lépésével keletkezett vektorba miikodéké-
pes antibiotikum-rezisztenciagént illesztiink be, és

c) a klénozasi helybe annexin-V-6t kédold gént il-
lesztink be.

A beillesztés és az eltavolitds &ltaldban a szokasos
klénozasi lépésekkel torténik. Magatdl értetddik, hogy a b)
és a c) lépést mind al), mind a2) elsé lépés esetén kell
elvégezni. Az al) lépés soran az eltavolitas vagy a PCR-
amplifikalas alanya a pBR223 vektor vagy mas, az eljaras-
sal, kiilondsen az expresszids tartomdny beillesztésével ke-
letkezett vektor lehet. Ha az al) vagy a2) lépés eldtt a
vektorban van mar expresszids tartomadny, ez a PCR-amplifi-
kalas soran a vektor komponenseivel egyiitt &sszefiiggéen
amplifikalédik. A ligaléasra azért van sziikség, hogy a PCR-

amplifikalads sorédn keletkezd szabad végeket vektorra zar-
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juk. Ennek soran a vektor szabad végeit egymadssal vagy egy
beilleszteni kivant DNS-szakasz, kiléndsen az expressziés
tartomany vagy az annexin-V-6t koédoldé gén szabad végeivel
ligalhatjuk. Az antibiotikum-rezisztenciagén akkor miksdd-
képes, ha beillesztése utdn masodik prométer az antibioti-
kum-rezisztenciagén expressziéjat lehetévé teszi. A miiksdd-
képes antibiotikum-rezisztenciagén a masodik prométert tar-
talmazza, ha ez nincs meg a vektorban.

Az annexin-V-6t kédold gén csirkébdl szarmazhat. Az
annexin V-6t kd&édoldé génben néhany kédont olyanra cserélhe-
tiink, amelynek hasznalata E. coli-ban preferalt. Az ilyen
gén-optimalas iranyitott mutagenézissel vagy Uj szintézis-
sel torténhet. Az eljaréas egyik kiviteli példaja szerint az
annexin V-0t kdédold gén 3’-végén legaldbb eqgy jarulékos
stop-kdédont illesztiink a gén leolvasasi fazisdba. Kiiléndsen
elénydsen két Jjarulékos stop-kébdont alkalmazunk. A stop-
kdébdont eldnybsen olyan linker segitségével illesztjik be,
amelynek szensz-szekvenciaja a mellékelt szekvencialista
szerinti 5. azonositdszami, antiszensz-szekvenciaja a 6.
azonositdészamu szekvencidnak felel meg. A beillesztés eld-
nyésen a klénozasi helybe vald beépités eldtt torténik
annexin V-6t k&6dolé cDNS-be (beillesztésen itt a terminalis
hozzdillesztést is értjlk).

A mellékelt szekvencalista szerinti 5. azonositészami
és 6. azonositészami szekvenciaju linker hozzaillesztése
elényésen egy, az annexin-V-cDNS-ben jelen 1év3 Bse RI

restrikcidés hasitdhelybe torténik.



oo (X} oo oo .
. o e . e o o oo
. 3 ese . (]

L]

- ll - n:on ecee .o. o:oo o:o

Az elsS promoter eldnydsen tac-prombter. A represszor
Lac-represszor lehet. A transzkripcidés termindtor eldénydsen
az E. coli-bbél szarmazd rrnB Tl vagy rrnB T2 transzkripciés
terminator. Az is lehetséges, hogy mind rrnBl T1l, mind rrnB
T2 transzkripcidés termindtorként szerepel. Az elsé vektor
elSallitasa soran eldénydsen az ampicillin-rezisztenciagént
és/vagy a tetraciklin-rezisztenciagén legaldbb egy részét
eltavolitjuk vagy nem PCR-amlifikadljuk. Az antibiotikum-
rezisztenciagént Dbeillesztés el6tt PCR-amplifikalhatjuk
vagy plazmidbdé6l izolalhatjuk. Amennyiben a vektorban az an-
tibiotikum-rezisztenciagén expressziéjat lehetévé tevs pro-
moéter van, nincs sziikség a masodik promdéter beillesztésére.
Az antibiotikum-rezisztenciagén elénydsen kanamicin-rezisz-
tenciagén, kiilondsen a pACYC1l77 vektor vagy az E. coli-bdél
szarmaz6 Tn903 transzpozon kanamicin-rezisztenciagénje. Az
antibictikum-rezisztenciagént masodik prométerrel, kiiléno-
sen a pACYC177 vektorbdl szarmazd pK-promdéterrel egyiitt il-
leszthetjik be. Az antibiotikum-rezisztenciagént a masodik
prombéterrel egyitt eldénydsen a pBR322 vektorbdl szarmazd
Eco RI és Sty I restrikcidés hasitdhelyeken vagy a pKK223-3
vektorbél szadrmazdé Eco RI restrikcidés hasitdhelyen illeszt-
jik be. Ez magdban foglalja a magaba a pBR322 vagy pKK223-3
vektorba térténd beillesztést is. Az egyik kiviteli példa
szerint a kanamicin-rezisztenciagént a masodik, pK prom6-
terrel egylitt a pACYC1l77 vektor 1816-2771. nukleotid kozot-
ti szekvenciajanak PCR-amplifikdléasaval A&llitjuk elé. Az
expresszibés tartomdnyt elénydsen a pBR322 vektorbdél szarma-

z6 Ban I és Eco RI restrikcidés hasitdhelyeken illesztjiik
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be. Az expresszids tartomanyt azonban magdba a pBR322 vek-
torba is beilleszthetjilik. Egyik megvalésitdsi méd szerint
az expressziés tartomany - az annexin V-6t kédold gén nél-
kil - a mellékelt szekvencalista szerinti 1. azonositészamu
szekvenciaju.

Kiiléndsen eldnyds, ha a kldénozasi helyen kiviil esé,
II. osztadlybeli, ATG nukleotidsort tartalmazé felismerd
szekvenciadval rendelkezd restrikcidés endonukledz hasitdhe-
lyét eldnybsen iranyitott mutagenézissel eltdvolitjuk vagy
ugy médositjuk, hogy a restrikcidés endonukledz ott mar nem
vdghat. Az eltavolitéasnak vagy médositasnak az expresszalni
kivant gén beillesztése eldtt kell torténnie, mert csak igy
hasznosithaték a felismer$ szekvencidban eléforduld ATG
nukleotidsor fent emlitett eldényei. A restrikcidés endonuk-
ledz elénydsen Nde I vagy Nco I. Az egyik megvalédsitasi
forma szerint az expresszids vektor - az annexin V-6t kédo-
16 gén nélkil - a mellékelt szekvencalista szerinti 2. azo-
nositészami szekvenciaval rendelkezik. A teljes expresszids
vektor szekvenciaja a mellékelt szekvencalista 3. azonosi-
tészamu szekvencianak felelhet meg. Ez a szekvencia egy, a
csirke annexin-V-génjébdl kédon-optimadladssal kapott gént
tartalmaz. Ez a szekvencia az annexin V leolvasdsi fazisa-
ban két jarulékos stop-kdéddont tartalmaz. Az expresszids
vektor szekvenciaja a mellékelt szekvencalista 4. azonosi-
tészami szekvencidnak is felelhet megq.

Az aladbbiakban a taldlmanyt lehetséges klénozasi sé-

mak segitségével ismertetjlik. A rajzokon az
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1. abra a pACYC1l77 vektorbdl vett kanamicin-re-
zisztenciagén és a hozza vald pK-prombéter PCR-amplifikéciéds
termékének a pBR322 vektorba torténd beillesztését és a

2. abra az igy kapott vektor Nde I restrikcidés hasitd-
helyének eltdvolitasat mutatja. A

3. abra az expresszidés tartomadnynak a 2. &bra szerint
kapott vektorba wvald beillesztését szemlélteti.

Az 1. &bran mutatott pACYCl1l77 vektornak a kanamicin-
rezisztenciagént és a hozza vald pK-prométert magukban fog-
laldé 1816-2771. nukleotidjait PCR-reakcid segitségével amp-
lifikdljuk. A reakcid termékét az Eco RI és Sty I restrik-
cidés enzimekkel emésztjlik, majd a szintén ezekkel az enzi-
mekkel emésztett pBR322 vektorba kldénozzuk.

Az igy kapott vektorbdél az Nde I restrikcidés hasité-
helyet iranyitott mutagenézis segitségével eltavolitjuk.
Ezt a 2. &4bra vazlatosan mutatja. A szintetikusan el&&dlli-
tott expresszidés tartomanynak a kapott vektor Ban I és Eco
RI restrikciés hasitéhelyei k6zé torténd bekldnozasat a 3.
dbra szemlélteti vazlatosan.

Csirkemajbdél vett poli-A'-RNS-t forditottan atiratunk
0ssz-cDNS el8&dllitéasa céljabdl. Az 6ssz-cDNS-b&l az annexin
V-6t kbédold cDNS-t PCR segitségével amplifikaljuk. A PCR
soran megfeleld primerekkel az Nde I és Bam HI restrikciés
endonukledzok szamira hasitdhelyet vittink be, ezeken az
amplifik&lt c-DNS-t most hasitjuk. Ezt a c-DNS-t a vektor
SD jellel Jjelolt riboszémakotdhely és T1 Jjellel Jjeldlt

transzkripciés termindtor koézotti tartomdnydban szintén
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meglévé Bam HI és Nde I restrikcidés hasitdéhelyek kozé
klbénozzuk a vektorba.

Egy masik kldénozasi séma szerint az ampicillin-re-
zisztenciagén és a hozzd valdé prométer kivételével a
pKK223-3 vektor teljes szekvencidjat PCR segitségével amp-
lifikdljuk. Az ehhez alkalmazott primerek szekvenciaja a
mellékelt szekvencalista szerinti 6. azonositdszamu, ill.
7. azonositészami szekvencianak felel meg. Az amplifikalt
szekvenciat a Bgl II restrikcidés enzimnek a primerekkel be-
vitt hasitdédhelyein vagjuk. Az E. coli Tn903 transzpozonja-
bé1l szarmazdé kanamicin-rezisztenciagént a pUC4K vektor
fragmenseként e vektort a Bam HI restrikcidés endonukledzzal
emésztve nyerjik. A kanamicin-rezisztenciagént tartalmazéd
fragmenst és az amplifikalt szekvenciat a Bam HI és Bgl II
enzimekkel végzett emésztés sordn a vagas helyén keletke-
zett kompatibilis ragaddé végeknél elsé vektorra ligaljuk.
Az ebben a vektorban meglévd, a pKK223-3 vektorbdl szadrmazd
expresszids tartomanyban taldlhaté kldénozasi helyet az Eco
RI restrikcidés endonukledzzal vagjuk. Az ennek soran kelet-
kezé tulnyuld végeket DNS-polimeraz I Klenow-fragmense se-
gitségével feltoltjik és lugos foszfatdzzal defoszforilez-
zlk.

Embrionalis csirke fibroblasztokbél poli-A'-RNS-t
izoldlunk, majd forditott transzkripciéval cDNS-t nyeriink
beldle. EbbSl PCR segitségével amplifikaljuk az annexin V-
o0t kbédold c-DNS-t. Ezt eldszdr a Noc I, majd a Bam HI rest-
rikciés endonukleazzal emésztjik. Az annexin V-6t koédold

fragmens tulnydldé végeit a DNS-polimerdz I Klenow-fragmense
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segitségével feltoltjuk. Az igy kapott fragmenst az Eco RI
enzimmel vagott, feltoltott és defoszforilezett elsd vek-

torral taladlmany szerinti expresszidés vektorrda ligaljuk.



SZEKVENCIALISTA

<120> Expressziés vektor

<130>

<140>
<141>

<160> 6
<170>
<210> 1

<211> 181
<212> DNA
<213>

<220>

412032EH

PatentIn Ver.

2. 1

Mesterséges szekvencia

<223> Mesterséges szekvencia leiréasa:
Szintetikus linker

<400> 1

. . °
®0ee scee oo

gcgctgecagyg cacctgttga caattaatca tcggcetcecgta taatgtgtgg aactgﬁgagc 60
ggataacaat tatataagga ggtatatcat atgggcccat tctagaggat ccggtaatta 120
attaatgcat aaaacgaaag gctcagtcga aagactgggc ctttcgtttt atgaattccg 180

g

<210> 2
<211> 3071
<212> DNA

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Vektor annexin V-gén nélkiil

<400> 2

ggcacctgtt
attatataag
ataaaacgaa
gtctcaaaat
actgtctget
gtcttgcteyg
ggctcgcecgat
tgcgecagay

gacaattaat
gaggtatatc
aggctecagte
ctctgatgtt
tacataaaca
aggccgcegat
aatgtcggge
ttgtttetga

catcggctcg
atatgggcecce
gaaagactgg
acattgcaca
gtaatacaag
taaattccaa
aatcaggtgc
aacatggcaa

tataatgtgt
attctagagg
gcctttecgtt
agataaaaat
gggtgttatg
catggatgct
gacaatctat
aggtagegtt

ggaattgtga
atccggtaat
ttatgaatte
atatcatcat
agccatatte
gatttatatyg
cgattgtatg
gccaatgatg

gcggataaca
taattaatgc
gcecacgttgt
gaacaataaa
aacgggaaac
ggtataaatg
ggaageccga
ttacagatga

181

60

120
180
240
300
360
420
480



gatggtcaga
ccgtactceccet
ggtattagaa
gcgecggttg
tctecgetcag
cgagcgtaat
ctcaccggat
ggggaaatta
tcttgececatce
tcaaaaatat
tgagttttte
atccatcgceg
ctggccacgg
ttgecttact
ctgcaaaacg
aagtctggaa
atgctgctgg
ctgagtgatt
ttccagtaac
catcggtatce
acaggaaaaa'
ggagaaactc
ccacgctgat
ctgacacatg
acaagcccgt
gtcacgtagce
ctgagagtgc
atcaggecgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggcgt‘
agtcagaggt
tecctegtge
ccttcgggaa
gtcgttcget
ttatccggta
gcagecactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtageggtg
gaagatcett
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg

<210> 2
<211> 4044
<212> DNA

ctaaactggc
gatgatgcat
gaatatcctg
cattcgattc
gcgcaatcac
ggctggectg
tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata
taatcagaat
tccgecatcet
gtgcgcatga
ggttagcaga
tctgcgacct
acgcggaagt
ctaccetgtg
tttctctggt
cgggcatgtt
attaccccca
accgccctta
aacgagctgg
gagectttace
cagctccecgg
cagggcgegt
gatagcggag
accgtatgcg
cttecgette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaacec
gcteteetgt
gcgtggeget
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat

.ctaactacgg

ccttcggaaa
gtetetttgt
tgatcttttc
tcatgagatt
aatcaatcta
a

tgacggaatt
ggttactcac
attcaggtga
ctgtttgtaa
gaatgaataa
ttgaacaagt
ctcatggtga
ttgatgttgg
gcctcggtga
atcctgatat
tggttaattg
ccagcagccg
tcgtgctect
atgaatcacc
gagcaacaac
cagcgceccetg
gaacacctac
cccgecgeat
catcatcagt
tgaacagaaa
acatggcecg
acgcggatga
gcagctgeect
agacggtcac
cagcegggtat
tgtatactgg
gtgtgaaata
ctegeteact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctcecgeecece
gacaggacta
tccgaécctg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtet
atcaaaaagg
aagtatatat

tatgcctctt
cactgcgatc
aaatattgtt

tgtecetettt
cggtttggtt
ctggaaagaa
tttctcactt
acgagtcgga
gttttctect
gaataaattg
gttgtaacac
cacgcggege
gtcgttgagg
gatacgcgag
atgaatggtce
caccattatg
atctgtatta
ccatacecgcee
aaéccgtatc
tcecccettac
ctttatcaga
acaggcagac
cgecgegtitte
agcttgtctg
tggcgggtgt
cttaactatg
ccgcacagat
gactcgctgce
atacggttat
caaaaggcca

cctgacgagc

taaagatacc
cegettaceg
tcacgcetgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgctcagt
atctctcacct
gagtaaactt

cggaccatcea
cccecgggaaaa
gatgcgetgg
aacagcgatce
gatgcgagtg
atgcataagc
gataacctta
atcgcagacc
tcattacaga
cagtttcatt
tggcagcectt
atctegggceca
acccggctag
cgaacgtgaa
ttcggtttee
ttcecggatcet
acgaagcgct
agttgtttac
gtgagcatcc
acggaggcat
agccagacat
atctgtgaat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggcgcag
cggcatcaga
gcgtaaggag
gctcggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttcc
gatécctgtc
ggtatctcag
ttcagecccga
acgacttatc
gcggtgcetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag

agcaﬁét&ét
cagcattcca
cagtgttcct
gcgtatttcg
atttcgatga
ttttgccatt
tttttgacga
gataccagga
aacggctttt
tgatgctha
ggcagaacat
gegttgggte
getggegggg
gcgactgetg
gtgtttcgta
gcatcgcagg

.ggcattgacc

cctcacaacg
tctetegttt
cagtgaccaa
taacgcttct
cgcttcacga
gtgaaaacct
ccgggagcag
ccatgaccca
gcagattgta

‘aaaataccgce

tcggectgegg
aggggataac
aaaggccgcg
tcgacgctca
cectggaage
cgcetttete
ttcggtgtag
cecgetgcegee
gccactggeca
agagttcttg
cgctetgetg
aaccaccgcet
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce

SA0.. 5.
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2949
3000
3060
3071
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<213> Mesterséges szekvencia

<220> .
<223> Mesterséges szekvencia lelrasa-

Expressziés vektor

<400> 3

ggcacctgtt
attatataag
tccttttgat
tgatgaagag
tgcatctget
tactggcaag
tcatgcactg
tcttgectee
tgaggccaac
ggtggtcetg
gaaggatgct
attcatcacc
catgactatt
ggagaagttg
aactttgtat
ggtttcaaga
gaaatcgttg
gctcctetge
aattaattqa
ttcgecacgt
catgaacaat
‘ttcaacggga
atgggtataa
atgggaagce
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggcagtgtt
atcgcgtatt
gtgattttga
agcttttgee
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatgcet
cttggcagaa
gcagcgttgg
taggctggeg
gaagcgactg
tcegtgttte
tctgcatcge

gacaattaat
gaggtatatc
gccagagctg
acaattctga
tttaaaacac
tttgaaacac
aagcatgcaa
agaacacctg
ttggaggata
ctgcaggcaa
caggtcttgt
atcttgggaa
tctggettte
cttttggcag
tattccatga

‘agtgaaatcg

ta;cagatga
ggcggtgatg
tgcataaaac
tgtgtctcaa
aaaactgtct
aacgtcttgce
atgggctcege
cgatgcgceca
tgagatggte
tatccgtact
ccaggtatta
cctgegeegy
tcgtceteget
tgacgagecgt
attctcaccg
cgaggggaaa
ggatcttgee
ttttcaaaaa
cgatgagttt
catatccatc
gtcctggeca
gggttgcett
ctgctgcaaa
gtaaagtctg
aggatgctge

catcggctcg
atatggcgaa
atgcagaagc
agatccttac
tgtttggcag
tgatggtatc
tcaagggagce
ctgaagtgca
agatcacagg
atagagatcce
ttagagctgg
ctcgaagtgt
aaattgaaga
tﬁgtgaagtg
aaggggctgg
acctgttgga
ttcagaaaga
acgaataata
gaaaggctca
aatctctgat
gcttacataa
tcgaggcecege
gataatgtcg
gagttgttte
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgcattcga
caggcgcaat
aatggctgge
gattcagtcg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttctaatcag
gecgtecgeca
cgggtgcgca
actggttagc
acgtctgcga
gaaacgcgga
tggctaccct

tataatgtgt
gtatacaaga
ccttegcecaag
cagcagaaat
ggatcttgtg
tttgatgaga
aggaaccaat
gaatattaaa
agagacatca
tgatggcaga
ggagctaaaa
ttctcattta
aaccattgac
catccgaagt
cactgatgat
tattagacat
taéatctggg
attaétaatt
gtcgaaagac
gttacattgc

‘acagtaatac

gattaaattc
ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattcagg
ttectgtttg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgectcgg
ataatcctga
aattggttaa
tctccagcag
tgatcgtget
agaatgaatc
cctgagcaac
agtcagcgce
gtggaacacc

ggaattgtga
ggcaccgtga
gccatgaagyg
aatgctcaac
gatgacctga
ccagcacgta
gagaaagtgt
caggtttata
ggccattttce
gttgacgagg
tggggaacag
aggagggtgt
cgtgaaacct
gtgcctgctt
gataccctga
gaattcagaa
gactaéagga
aataatctgc
tgggcctttce
acaagataaa
aaggggtgtt
caacatggat
tgcgacaatc

caaaggtagc’

atttatgcct
caccactgcg
tgaaaatatt
taattgtccet
taacggtttg
agtctggaaa
tgatttctea
tggacgagtce
tgagttttct
tatgaataaa
ttggttgtaa
ccgecacgeqg
cetgtegttg
acégatacgc
aacatgaatg
ctgcaccatt
tacatctgta

gcggataaca
cagcattctc
gaatggggac
gtcaagaaat
aatcagaact
ttetttgatge
tgactgaaat
tgcaagagta
agagactgct
ctcttgttga
atgaagaaac
ttgacaaata
ctggtgattt
attttgctga
tcagagtcat
agaattttgc
aggccectget
aggatccggt
gttttatgaa
aatatatcat
atgagccata
gctgatttat
tatcgattgt
gttgccaatg
cttccgacca
atccccggga
gttgatgcgc
tttaacagcg
gttgatgcga
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
ccttcattac
ttgcagtttc
cactggcage
cgcatctcgg
aggacccgge
gagcgaacgt
gtcttcggtt
aégttccgga
ttaacgaagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



gctggcattg
taccctcaca
tcectcteteg
catcagtgac
Cattaacgct
aatcgctteca
acggtgaaaa
atgcegggag
cagccatgac
agagcagatt
gagaaaatac
cgtteggetg
 atcaggggat
taaaaaggce
aaatcgacgce
tcceecctgga
gtcegeettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaatpaa
cagttaccaa

<210> 4
<211>
<212>

<213>

DNA

<220>
<223>

accctgagtg
acgttccagt
tttcatcggt
Caaacaggaa
tctggagaaa
cgaccacgct
cctctgacac
cagacaagcc
ccagtcacgt
gtactgagag
cgcatcaggc
¢ggcgagegg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctccectcg
ctcecttegg
taggtcgtte
gccttatcceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca

5873

atttttctct
aaccgggeat
atcattaccc
aaaaccgccc
ctcaacgagc
gatgagcttt
atgcagétcc
cgtcagggcg
agcgatagcg
tgcaccgtat
gctcettcege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctetee
gaagcgtggce
gctccaaget
gtaactateg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtga

Mesterséges szekvencia

Expresszibés vektor

<400> 4
gaattcatgg
gctgatgcag
ctgaagatcc
acactgtttg
acactgatgg
gctatcaagg
- cctgetgaag
gataagatca
gcaaatagag
ttgtttagag

ggtccegecg
gttcatcate
Ccatgaacag
ttaacatgge
tggacgcgga
accgcagcetg
cggagacggt
¢gtcagcggg
gagtgtatac
gcggtgtgaa
ttectcgete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctchc
cccgacagga
tgttececgace
gctttcteat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata

Mesterséges szekvencia leirasa:

catccatacc
agtaacccgt
aaatcccect
ccgctttate
tgaacaggca
cctecgegegt
cacagcecttgt
tgttggcggg
tggcttaact
ataccgcaca
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccecctgacg
ctataaagat
ctgcegetta
agctcacgcet
cacgaaccece
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag

ggtagctcpt

cagcagatta
tctgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa

.
0000 osee

gccagttgtt
atcgtgagca
tacacggagg
agaagccaga
gacatctgtg
tteggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcggggeg
atgecggecate
gatgcgtaag
tgcgecteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagcece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4044

cgaagtatac
aagccctteg
ttaccagcag
gcagggatct
tatctttgat
gagcaggaac
tgcagaatat
caggagagac
atcctgatgg
ctggggagct

aagaggcacc
caaggccatg
aaataatgct
tgtggatgac
gagaccagca
caatgagaaa
taaacaggtt
atcaggccat
cagagttgac
aaaatgggga

gtgacagcat
aagggaatgg
caacgtcaag
ctgaaatcag
cgtatttttg
gtgttgactg
tatatgcaag
tttcagagac
gaggctcttg
acagatgaag

4

tctetecettt
ggactgatga
aaattgcatc
aacttactgg
atgctcatgce
aaattcttgce
agtatgaggc
tgctggtggt
ttgagaagga
aaacattcat

tgatgccaga
agagacaatt
tgcttttaaa
caagtttgaa
actgaagcat
ctccagaaca
caacttggag
cctgectgecag
tgctcaggte
caccatcttg

120
180
240
300
360
420
480
540
600

essee



ggaactcgaa
tttecaaattg
gcagttgtga
atgaaagggg
atcgacctgt
atgattcaga
gatgatgagt
ggcggatgag
ataaaacaga
tcagaagtga
aactgccagg
ctgttgttty
cgttgcgaag
tcaaattaag
ccgtcgacct
attgcacaag
aatacaaggg
aattccaaca
tcaggtgcga
catggcaaag
acggaattta
ttactcacca
tcaggtgaaa
gtttgtaatt
atgaataasacg
gaacaagtct
catggtgatt
gatgttggac
ctcggtgagt
cctgatatga
gttaattggt
gaataaatcg
accgtteegt
* tcatcaaceyg
agtcagcaac
ggatctgacce
aaaaggatct
ttttegttee
tttttrctge
tgtttgcecgg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatce
ggaaacgcct
tttttgtgat

gtgtttctca
aagaaaccat
agtgcatcceg
ctggcactga
tggatattag
aagatacatce
aatggatcaa
agaagatttt
atttgcctgg
aacgccgtag
catcaaataa
tcggtgaacg
caacggccceg
cagaaggcca
gcaggggyggyg
ataaaaatat
gtgttatgag
tggatgctga
caatctatcg
gtagcgttgce
tgcetettee
ctgcgatccece
atattgttga
gtccttttaa
gtttggttga
ggaaagaaat
tctcacttga
gagtcggaat
tttctectte
ataaattgca
tgtaacactg
aacttttgct
ggcaaagcaa
tggctccecte
accttcttceca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagecgtce
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagegg
ggtatcttta
gctcgteagg

tttgaggagg
tgaccgtgaa
aagtgtgcct
tgatgatacc
acatgaattc
tggggactac
ttcecegggga
cagcctgata
cggcagtage
cgccgatggt
aacgaaaggc
ctctcecctgag
gagggtggcg
tcctgacgga

gggggaaagce:

atcatcatga
ccatattcaa
tttatatggg
attgtatggg
caatgatgtt
gaccatcaag
cgggaaaaca
tgegctggea
cagcgatcge
tgcgagtgat
gcataagcett
taaccttatt
cgcagaccga
attacagaaa
gtttcatttg
gcagagcatt
gagttgaagg
aagttéaaaa
actttctggce
cgaggcagac
atatatactt
cetttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctetgceta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcetgte
ggggcggage

gtgtttgaca
acctctggtg
gcttattttg
ctgatcagag
agaaagaatt
aggaaggcac
teegtegace
cagattaaat
gecggtggtec
agtgtggggt
tcagtcgaaa
taggacaaat
ggcaggacgc
tggcettett
cacgttgtgt
acaataaaac
cgggaaacgt
tataaatggg
aagcccgatg
acagatgaga
cattttatce
gcattccagg
gtgttcctge
gtatttcgtc
tttgatgacg
ttgccattet
tttgacgagg
taccaggatc
cggettttte
atgctcgatyg
acgctgactt
atcagatcac
tcaccaactg
tggatgatgg
ctcagcegecec
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
ceccagettgy
agcgocacgce
acaggagagc
gggtttcgee
ctatggaaaa

5

aatacatgac
atttggagaa
ctgaaacttet
ccatggttte
ttgegaaate
tcectgctect
tgcagccaag
cagaacgcag
cacctgacce
ctcceccatge
gactgggcct
ccgcecgggag
ccgccataaa
gcgtttctac
ctcaaaatct
tgtetgetta
cttgctcgag
ctegcegataa
cgccagagtt
tggtcagact
gtactcctga
tattagaaga
gccggttgea
tcgetcagge
agcgtaatgg
caccggatte
ggaaattaat
ttgccatcct
aaaaatatgg
agtttttcta
gacgggacgg
gcatcttece
gtccacctac
ggcgattcag
ceccecccect
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatcttce
caccgctace
taactggcett
gccaccactt
cagtggctge
taccggataa
agecgaacgac
ttccegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa

tatttctgge
gttgettttg
gtattattct
aagaagtgaa
gttgtatcag
ctgtggtgga
cttctgtttt
aagcggtctg
catgccgaac
gagagtaggg
ttcgttttat
cggatttgaa
ctgccaggca
aaactcagat
ctgatgttac
cataaacagt
gccgcecgatta
tgtcgggcaa
gtttctgaaa
aaactggctg
tgatgcatgg
atatcctgat
ttcgattcect
gcaatcacga
ctggcectgtt
agtcgfcact
aggttgtatt
atggaactgc
tattgataat
atcagaattg
cggectttgtt
gacaacgcag
aacaaagctc
gcetggtatg
gcaggtcgac
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcyg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagegyg

ccacaccgaa

gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcega
cgcggecttt



ttacggttece
gattctgrgg
acgaccgagce
ctecttacge
tctgatgecg
ctgegececg
catccgetta
cgtcatcacc
attcacagat
atgtctgget
gatgectceeg
gaggatgcte
gggtaaacaa
ccagcgette
gcagatccgg
acggaaaccg
gcttcacgtt
gcctagcegg
gctgecegag
ccaagggttg
agtggtgaat
catgcaccegce
gccaaccegt
gtgatcgaag
tcatctacct
agaagaatca
cccagegegt
gcgggaccag
aggccgatca
gccggcecaccet
gtcatgcecece
cgacgctctce
ttgagcaccyg
gccacgggge
gcccgatett
ccggtgatge
tgcaccaatg
taaatcactg
cgccgacatce
ggctcgtata

<210> 5
<211> 59
<212> DNA

tggcettttg
ataaccgtat
gcagcgagtce
atctgtgcgg
catagttaag
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgceg
gtctgectgt
tctgataaag
tgtaaggggg
acgatacggg
ctggcggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccattce
cgctegegta
gtcctcaacg
atgcgecgeg
gtttgcgeat
ccgttégcga
gacgcéacgc
tccatgtgcet
ttaggctggt
gcctggacag
taatggggaa
cggcegecat
tgacgaaggce
tegtegeget
gtcctacgag
gcgececacey
ccttatgcga
ccgecegecaag
ctgcecaccat
ccecatcggt
cggccacgat
cttcectggegt

-cataattht

ataacggttc
atgtgtggaa

ctggcctttt
taccgccttt
agtgagcgag
tatttcacac
ccagtataca
acaccegcetg
gtgacecgtet
aggcagctge
tcatcegegt
cgQgccatgt
aatttetgtt
ttactgatga
ggatgcggeg
atgtaggtgt
tgcagggcge
atgttgttgce
tcggtgattc
acaggagcac
tgcggetget
tcacagttet
ggtgcegecg
ggggaggcag
cgecegaggeg
aagégccgcg
catggccectge
ggccatccag
gceggegata
ttgagcgagy
ccagcgaaag
ttgcatgata
gaaggagctg
ctcctgcatt
gaatggtgca
acccacgcecq
gatgtcggeg
gcgteccggeg
caggcagcca
gtcgetcaag
tggcaaatat

gctcacatgt
gagtgagctg
gaageggaag
cgcatatggt
ctccgetate
acgcgceectg
ccgggagctg
ggtaaagcte
ccagctegtt
teagggcggt
catgggggta
tgaacatgce
ggaccagaga
teccacagggt
tgacttccge
tcaggtcgea
attctgctaa
gatcatgcge
ggagatggcg
ccgcaagaat

gettecatte

acaaggtata
gcataaatcg
agcgatcecett
Aacgcgggca
cetegegteg
atggectget
gcgtgcaaga
cggtcctege
aagaagacag
actgggttga
aggaagcagc
tgcaaggaga
aaacaagcgce
atataggcgce
tagaggatcc
teggaagcetg
gcgcactcecce
tctgaaatga

ttgtgagecgg ataacaattt

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

6

tctttectge
ataccgeteg
agegectgat
gcactctcag
gctacgtgac
acgggcttgt
catgtgtcag
atcagcgtgg
gagtttctcee
tttttectgt
atgataccga
cggttactgg
aaaatcacte
agccagcage
gtttccagag
gacgttttge
ccagtaaggc
acccgtggec
gacgcgatgg
tgattggcte
aggtcgaggt
gggcggegece
ccgtgacgat
gaagétgtcc
tcececgatgee
cgaacgccag
tctegecgaa
ttccgaatac
cgaaaatgac
tcataagtgce
aggctctcaa
ccagtagtag
tggcgcccaa
tcatgagcece
cageaaccge
ggagcttatc
tggtatggct
gttctggata
gctgttgaca
cacacaggaa

gtsataccat
ccgcagceecga
gcggtatttet
tacaatctge
tgggtcatgg
ctgcteecgg
aggttttcac
tcgtgaagcg
agaagcgtta
ttggtcactt
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgegat
tttacgaaac
ageageagte
aacccecgeca
aggacccaac
atatgttctg
caattcttgy
ggccecggete
tacaatccat
cagcggtceca
ctgatggtcg
gccggaageg
caagacgtag
acgtttggtg
cgecaagegac
ccagagcgcet
ggcgacgata
gggcatcggt
gttgaggecg
cagtecccceg
gaagtggcga
acctgtggcg
gactgcacgg
gtgcaggtcg
atgtttrttg
attaatcatce
aca

.3544.

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
402¢
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4580
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5280
5340
5400
5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5873



Egy lipker szensz-szala (vezetdszal) egyenként 2  stop
kodonnal mindegylk azonos leolvasasi fazisban

5

<400> 5
ccctgetget cctctgeggce ggtgatgacg aataataatt aataattaat aatctgcag 59

<210> 6
<211> 65

<212> DNA
<213> Mesterséges szekvencia

<220>
<223> Mesterséges szekieticiia selrasa:
Egy linker szensz-szdla:' (k&évetSszal) egyenként 2 stop

- kodonnal mindegyik azonos leolvasasi fazisban

<400> 6 ) .
gatcctgcag attattastt attaattatt attcgtcate accgccgcag aggagcagca 60
gggcce ’ 65
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Expresszids vektor, amely az alabbiakat tartalmaz-
za:

- a pBR322 vagy pKK223-3 vektornak legalabb azon
komponenseit, amelyek sajat replikacidéjahoz szikségesek,

- olyan expresszidés tartomanyt, amely a leolvasés
irdnyaban egymast kovetden egy elsd promdOtert, represszorra
specifikus kotdhelyet, prokaridéta riboszdémakdtdhelynek meg-
feleld szekvenciat, annexin V-6t kédold gént magadban fogla-
16 klbénozasi helyet és legaldbb egy transzkripcidés termind-
tort tartalmaz,

- legaladbb egy antibiotikum rezisztenciat kozve-
tité gént egy masodik promdterrel.

2. Az 1. igénypont szerinti expresszidés vektor,
amelyben az annexin V-6t kédold gén csirkébdl szarmazik.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti expresszids vek-
tor, amelynek annexin V-6t koédold génjében a kédonok olya-
nokra vannak cserélve, amelyek haszndlata E. coli-ban pre-
feralt.

4., Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti expresszi-
6s vektor, amelyben az annexin V-6t kd&édoldé gén 3’-végén le-
galabb egy Jjarulékos stop-kédon, eldnybsen két jarulékos
stop-kédon helyezkedik el.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti expresszi-
6s vektor, amelyben az elsé promdéter tac-prométer.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti expresszi-

6s vektor, amelyben a represszor Lac-represszor.
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7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti expresszi-
6s vektor, amelyben a transzkripciés terminator rrnB T1
vagy rrnB T2 termindtor vagy transzkripcidés terminatorként
mind rrnB T1l, mind rrnB T2 transzkripciés termindtor szere-
pel.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti expressz-
i6és vektor, amely a pBR322 komponensei ko6zil az ampicillin-
rezisztenciagént és/vagy a tetraciklin-rezisztenciagént, a
pKK223-3 vektor komponensei ko&zil az ampicillin-reziszten-
ciagént nem vagy csak részben tartalmazza.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti expresszi-
6s vektor, amelynek antibiotikum-rezisztenciagénje kanami-
cin-rezisztenciagén, eldénydsen a pACYC1l77 vektornak vagy az
E. coli Tn903 transzpozonjanak kanamicin-rezisztenciagénje.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti expressz-
iés vektor, amelyben a masodik prombéter a pACYC1l1l7 vektor-
bél szarmazd pK-promdter.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szids vektor, amelyben a kanamicin-rezisztenciagén a méaso-
dik promdterrel egyitt a pBR322 vektorbdl szarmazd Eco RI
és Sty I restrikcidés hasitdhelyeken vagy a pKK223-3 vektor-
bdl szarmazdé Eco RI restrikciés hasitbdhelyen van beilleszt-
ve az expresszids vektorba.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szids vektor, amelyben a kanamicin-rezisztenciagén a maso-
dik pK prométerrel egyitt a pACYC1l77 vektor 1816. és 2771.

nukleotid kozdtti szekvenciatartomanyaban helyezkedik el.
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13. Az 1-12. igénypont szerinti expresszidés vektor,
amelyben az expresszids tartomany a pBR322 vektorbél szar-
mazé Ban I és Eco RI restrikcidés hasitdhelyek ko6zé van be-
illesztve az expresszids vektorba.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szibés vektor, amelynek expresszids tartomdnya az annexin V-
6t kébdold gén nélkill a mellékelt szekvencalista szerinti 1.
azonositdészami szekvenciéaju.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szibés vektor, amely II. osztdlybeli, ATG nukleotidsorral
rendelkez6 felismerd szekvencidt tartalmazdé restrikcios
endonukledz szamdra a klénozasi helyen kivil hasitdbhelyet
nem tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely a klénozasi helyen kivil Nde I vagy Nco I restrikciéds
endonukledz szamara nem tartalmaz hasitoéhelyet.

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szibés vektor, amelynek expresszids tartomanya az annexin V-
6t k6dold gén nélkiill a mellékelt szekvencalista szerinti 2.
azonositészamu szekvenciaju.

18. Az 1-17. igénypont szerinti expresszids vektor,
amelynek szekvenciaja a mellékelt szekvencalista szerinti
3. azonositészami vagy 4. azonositdédszamu szekvencidnak fe-
lel meq.

19. E. coli sejt, amely 1-18. igénypontok barmelyike

szerinti expresszidés vektort tartalmaz.
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20. A 19. igénypont szerinti E. coli sejt, amely BL21
térzsbeli vagy egy lac I9-tdrzshdz, elénydsen a JM105 sz.
térzshéz tartozik.

21. Eljaras expresszibs vektor el&dallitasara, azzal
jellemezve, hogy

al) a pBR322 vektor sajat replikacidjahoz nem sziik-
séges komponenseinek részben vagy teljesen torténdé eltavo-
litasaval vagy a pBR322 vektornak legaldbb a replikacidéja-
hoz szitkkséges komponenseinek PCR-amplifikaléasaval, majd ezt
kévetd ligalasaval egy elsd vektort allitunk eld,

a leolvasas iranyaban egymast kovetden egy elsé pro-
motert, represszorra specifikus kotdhelyet, prokaridta
riboszémakdtdhelynek megfeleld szekvenciat, klénozéasi he-
lyet és transzkripcids terminatort tartalmazé expresszids
tartomanyt szintetizélunk, majd

az expresszids tartomanyt a pBR322 vektorba, a fenti
elsd vektorba vagy ezekbdl a vektorokbol a jelen eljaras

egyik lépésével keletkezett vektorba beillesztjik, vagy

az) a pKK223-3 vektor sajat replikadciéjdhoz nem
szilkséges komponenseinek - kivéve a klbénozasi hellyel ren-
delkezd expressziés tartomanyt - részben vagy teljesen tor-

téndé eltavolitasaval vagy a kloénozasi hellyel rendelkezd
expressziés tartomdnynak és a pKK223-3 vektor 1legaldbb a
replikaciéjahoz sziikséges komponenseinek PCR-amplifikalasa-
val, majd ezt kovetd ligalasaval egy els8 vektort Aallitunk
els, és

b) amennyiben az elsé vektorban nincs mikédSképes

antibiotikum-rezisztenciagén, a pBR322 vektorba, a pKK223-3
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vektorba, az elsd vektorba vagy ezekb&dl a vektorokbdl a je-
len eljaras egyik lépésével keletkezett vektorba mikod&ké-
pes antibiotikum-rezisztenciagent illesztiink be, és

c) a klébnozasi helybe annexin-V-6t kédold gént il-
lesztiink be.

22. A 21. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy csirkébd8l szarmazdé annexin V-6t kédold gént alkal-
mazunk.

23. A 21. vagy 22. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az annexin V-0t kédold génben a kdédonokat
olyanokra cseréljik, amelyeknek hasznalata E. coli-ban pre-
feralt.

24. A 21-23. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az annexin V-6t kbédold gén szekven-
cidjanak 3’-végére legalabb egy jarulékos stop-kdéddont, elds-
nydsen két Jjarulékos stop-kdédont illesztink be a génnel
azonos leolvasasi féazisban.

25. A 24. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemez-
ve, hogy a stop-kédont linker, eldnydsen a mellékelt szek-
vencalista szerinti 5. azonositdészami szekvencidju szensz-
szalbbl és 6. azonositészami szekvencidjli antiszensz-szal-
b6l a4llé linker segitségével illesztijik be.

26. A 21-25. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy elsd promdterként tac-prométert al-
kalmazunk.

27. A 21-26. igénypontok barmelyike szerinti eljéarés,
azzal jellemezve, hogy represszorként Lac-represszort al-

kalmazunk.
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28. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy transzkripcidés terminatorként rrnB
T1 vagy rrnB T2 transzkripciés terminatort vagy mind rrnB
T1, mind rrnB T2 transzkripcidés terminatort alkalmazunk.

29. A 21-28. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az elsé vektor elb6dllitasa soran az
ampicillin-rezisztenciagént és/vagy a tetraciklin-rezisz-
tenciagén legaldbb egy részét eltavolitjuk vagy nem PCR-
amplifikaljuk.

30. A 21-29. igénypontok barmelyike szerinti eljéaréas,
azzal jellemezve, hogy beillesztés eldtt az antibiotikum-
rezisztenciagént PCR segitségével amplifikaljuk vagy plaz-
midbdél izolaljuk.

31. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy antibiotikum-rezisztenciagénként kanamicin-rezisz-
tenciagént, elénydsen a pPACYC1l77 vektorbdl vagy E. coli
Tn903 transzpozonjabdél szarmazé kanamicin-rezisztenciagént
alkalmazunk.

32. A 21-31. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy az antibiotikum-rezisztenciagént méa-
sodik prométerrel, eldénydsen a pACYC1l77 vektorbdl szarmazéd
pK-prométerrel egyiitt illesztjik be.

33. A 21-32. igénypontok barmelyike szerinti eljaréas,
azzal jellemezve, hogy az antibiotikum-rezisztenciagént a
masodik prombéterrel egyiitt a pBR322 vektorbdl szarmazé Eco
RI és Sty I restrikcidés hasitdhelyeken vagy a pKK223-3 vek-
torbdl szarmazdé Eco RI restrikciés hasitdhelyen illesztjik

be.

¢ oo
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34. A 21-33. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kanamicin-rezisztenciagént a maso-
dik, pK-prométerrel egyilitt a pACYC177 vektor 1816. és 2771.
nukleotid kozotti szekvenciajanak PCR-amplifikadléaséaval
nyerjuk.

35. A 21-34. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az expresszids tartomanyt a pBR322
vektorbdél szarmazd Ban I és Eco RI restrikcibés hasitdhelyek
k6zé illesztjik be.

36. A 21-35. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a beillesztendS expresszids tarto-
many az annexin V-6t kédolé gén nélkil a mellékelt szekven-
calista szerinti 1. azonositészamu szekvenciaju.

37. A 21-36. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy II. osztalybeli, ATG nukleotidsorral
rendelkezd felismerd szekvencidt tartalmazdé restrikcids
endonukleaz hasitéhelyét, ha a klénozasi helyen kivil van,
elénydsen iranyitott mutagenézissel eltavolitjuk vagy ugy
megvaltoztatjuk, hogy a restrikcidés endonukledz ezen a he-
lyen mar nem tud hasitani.

38. A 37. igénypont szerinti eljarés, hogy az Nde I
vagy Nco I restrikcidés endonukledz hasitdhelyét eltavolit-
juk vagy megvaltoztatjuk.

39. A 21-38. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy az expresszids vektor az annexin V-
5t ko6dold gén nélkil a mellékelt szekvencalista szerinti 2.

azonositészami szekvenciaju.
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40. A 21-39. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az expresszidés vektor az annexin V-
6t kodolé gén nélkill a mellékelt szekvencalista szerinti 3.

azonositészamu vagy 4. azonositdészamu szekvenciaja.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Peéié

szabadalmi Ugyvivé

Arpad
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